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摘 要：采用室内水族箱培养方法，研究了不同酸梯度对虎纹蛙（ＲａｎａｔｉｇｅｒｉｎａｒｕｇｕｌｏｓａＷｉｅｇｍａｎｎ）红细胞和血红蛋白的
影响。结果表明，在 ｐＨ３．５～ｐＨ５．０之间，酸胁迫对虎纹蛙的红细胞数量及血红蛋白含量具有较明显的剂量效应，其中

ｐＨ３．５条件下对虎纹蛙红细胞和血红蛋白产生了较强的毒害作用，并且随着时间的推移对红细胞及血红蛋白的影响呈
现逐渐加重的趋势。随着 ｐＨ值的上升，其红细胞数量和血红蛋白含量也逐渐增大。ｐＨ值≥ｐＨ５．５可能是虎纹蛙较为适
宜的水体环境。试验表明，酸胁迫可对虎纹蛙造成较为严重的危害，可将虎纹蛙红细胞数量和血红蛋白含量的变化作为

检测水体酸污染的指标和手段。
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两栖动物因其特殊的生物学特征 （如渗透性皮 肤，水陆两栖性等），使得它们极易受到环境污染的影

响，尤其是酸雨等的影响。各种环境污染对两栖动物

基因、性别、代谢速率、能量的储存与分配、生长发育

等都造成了很大影响 犤１犦。因此，两栖动物在受到环境

中诸多因素改变的影响后将导致其野生资源量的急

剧下降犤２～４犦。另据美联社（２０００年４月１３日纽约）报
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道，全球两栖类动物的总数从１９６０年至１９６６年间每
年下降了１．５％，之后以每年２％的下降速度一直持
续到１９９７年。

虎纹蛙（ＲａｎａｔｉｇｅｒｉｎａｒｕｇｕｌｏｓａＷｉｅｇｍａｎｎ）属于两
栖纲、无尾目、蛙科、虎纹蛙属。曾较为广泛地分布于

华东、华中、华南和西南各省犤５犦。目前，由于生态环境

的变化及人们过度地捕捉，以致野生资源日益枯竭，

有些地区野外已不见其踪影 犤６犦，处于濒危状态，属国

家Ⅱ级重点保护野生动物。
血液中的红细胞牗ＲＢＣ牘和血红蛋白牗Ｈｂ牘主要与

动物的呼吸作用有关。红细胞和血红蛋白作为两项重

要的生理指标，可用于检测各种不良环境因子对动物

的压力作用犤７、８犦。近年来，有研究报道ｐＨ值对鱼类或
人红细胞及血红蛋白方面的影响犤７～１２犦，而两栖动物的

相关研究尚少见。本研究主要探讨酸胁迫对虎纹蛙红

细胞数量及血红蛋白含量的影响，通过测定这两项生

理指标的变化情况，以检测和了解不同酸梯度下对虎

纹蛙这一珍稀濒危物种的危害，为更好地保护虎纹蛙

野生资源、开展人工养殖提供基础。同时，也可进一步

了解环境污染对虎纹蛙的胁迫及毒害作用。

１ 材料和方法

１．１试验器材药品及配制
水族箱（玻璃缸），ｐＨ计，注射器，血细胞计数板，

血红蛋白吸管，２ｍＬ移液管，洗耳球，表面皿 （培养
皿），显微镜，血红蛋白计７．０１，玻棒，载玻片，盖玻
片，滤纸，０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｈ２ＳＯ４，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ，
０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ，蒸馏水，红细胞稀释液 犤ＮａＣｌ０．５ｇ
（维持渗透压），Ｎａ２ＳＯ４２．５ｇ（使溶液比重增加，红细胞
均匀分布，不易下沉），ＨｇＣｌ２０．２５ｇ（固定红细胞并防
腐），蒸馏水加至１００ｍＬ犦。
１．２试验材料选取及试验方法

试验用虎纹蛙捕自浙江金华南山和台州括苍

山。选取大小相似、健壮、活泼、无损伤虎纹蛙８４只，
雌雄兼用。平均体重牗５９．３±２．１牘ｇ。于水族箱内预养
２４ｈ后开始试验。设１个对照组（自来水）及５个试验
组（自来水，再分别配以不同的ｐＨ值：３．５、４．０、４．５、
５．０和５．５）（据浙江省金华市自来水公司提供的检测
报告表明，自来水水质符合国家饮用水标准，其中ｐＨ
值≥６．５），每组投放虎纹蛙１４只。试验期间，每天用
ｐＨ计测定水样的 ｐＨ值 １次，并用 ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２ＳＯ４和０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ校正。每组于２４、４８、７２、
９６、１２０、１４４、１６８ｈ后各取２只动物，用注射器心脏取

血，取血后作标记放回各组的水族箱，不重复取血。试

验期间均不喂食。

试验组ｐＨ值设置的主要依据牶浙江省金华市环
保部门等提供的近３年来水环境水质监测资料显示，
水质 ｐＨ值为 ６．０～８．０，其中局部水域水质的最低
ｐＨ值 ＜４．０。
１．３红细胞计数（血细胞计数板）
１．３．１采血与稀释

用２ｍＬ移液管吸取３．９８ｍＬ红细胞稀释液放入
表面皿内，用血红蛋白吸管吸血至２０ｍｍ３处，将血液
吹入表面皿，吸上清夜冲洗沾在壁管上的血液，将吸

管洗净，表面皿轻轻摇匀１～２ｍｉｎ。
１．３．２计数

低倍镜下计数。数计数板中央大方格的四角的４
个中方格和中央的１个中方格 （共５个）的红细胞总
数。对横跨刻度上的细胞，计数遵循“数上不数下，数

左不数右”的原则进行。如各中方格的红细胞数目相

差２０个以上，表示细胞分布不均匀，必须把稀释液摇
匀后重新计数。取稀释液３次，得平均值。
１．３．３计算

将５个中方格内数得的红细胞总数乘以１００００，
即得每ｍｍ３血内红细胞总数。因为：

（１）稀释液３．９８ｍＬ加入血２０ｍｍ３，使血液稀释
了２００倍。

（２）在计数室内只计数０．０２ｍｍ３（即一个中方格
的容积为 ０．２×０．２×０．１＝０．００４ｍｍ３，５个为 ０．０２
ｍｍ３），换算成每ｍｍ３应乘以５０。
１．４血红蛋白含量测定（沙利氏比色法）

原理：在一定量的血液中，血红蛋白经少量盐酸

作用，使亚铁血红素变成高铁血红素，呈现较稳定的

棕色。用水稀释后与标准色比较，求出每１００ｍＬ血液
中所含血红蛋白克数。操作步骤为：

牗１牘用滴管加０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ于血红蛋白稀释
管内，到刻度２０处。

牗２牘用血红蛋白吸管吸取血液至刻度２０ｍｍ３处
（０．０２ｍＬ），用滤纸片或棉球擦净吸管口周围的血液，
将吸管插入血红蛋白稀释管的盐酸内，轻轻吹出血液

至管底，反复吸入并吹出，洗涤多次，使血液完全洗入

盐酸内，用小玻棒搅匀后，放置１０ｍｉｎ，使盐酸与血红
蛋白充分作用。

牗３牘把稀释管插入标准比色架两色柱中央的空格
中，使无刻度的两侧面位于空格的前后方，便于透光

和比色。
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表２各时间段各组血红蛋白含量（ｇ·１００ｍＬ－１）

Ｔａｂｌｅ２ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＨｂｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄ牗ｇ·１００ｍＬ－１牘

牗４牘用滴管向稀释管内逐滴加入蒸馏水（每加一
滴要搅拌），边滴边观察颜色，直至颜色与标准玻璃色

柱相同为止。稀释管上液面刻度读数即为每１００ｍＬ
血液血红蛋白的克数。

２ 结果与分析

２．１红细胞数量
显微镜观察，虎纹蛙的红细胞呈椭圆形，胞内有

一椭圆形细胞核。镜下可看到少数变形的红细胞，有

刺状或圆球状突起。

２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８ｈ各时间段后各组红
细胞数见表１和图１。

表１ 各时间段各组红细胞数（个·ｍｍ－３）

Ｔａｂｌｅ１ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＢＣｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄ（个·ｍｍ－３）

注：表示与对照组（Ｃ）差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示与对照组（Ｃ）差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

图１各时间段各组红细胞数

Ｆｉｇｕｒｅ１ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆＲＢＣｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄ

时间
平均值 ±标准误差

ｐＨ３．５ ｐＨ４．０ ｐＨ４．５ ｐＨ５．０ ｐＨ５．５ Ｃ
２４ｈ １８．８４±０．１１×１０４ ６０．１７±０．４７×１０４ ６４．７１±０．５０×１０４ ７８．７７±０．５８×１０４ ８１．８３±０．６５×１０４ ６１．５０±０．５３×１０４

４８ｈ ３９．９３±０．１９×１０４ ６３．４３±０．４６×１０４ ６５．３８±０．４９×１０４ ６７．２５±０．５２×１０４ ６８．２５±０．５４×１０４ ６４．９２±０．５０×１０４

７２ｈ ２３．３５±０．１３×１０４ ６６．３４±０．４６×１０４ ６７．７９±０．５３×１０４ ７２．８８±０．５５×１０４ ７３．３８±０．５７×１０４ ６９．５９±０．５９×１０４

９６ｈ １０．２１±０．０６×１０４ ４３．８７±０．３８×１０４ ６４．２３±０．５１×１０４ ４０．９８±０．２５×１０４ ７５．２２±０．６１×１０４ ６８．２７±０．６０×１０４

１２０ｈ ９．６７±０．０３×１０４ ３６．２３±０．３１×１０４ ４１．５７±０．３７×１０４ ６１．３９±０．４９×１０４ ８０．１２±０．６３×１０４ ７０．４３±０．６２×１０４

１４４ｈ ９．５５±０．０４×１０４ ３７．１２±０．３０×１０４ ４０．１１±０．３８×１０４ ３８．１６±０．２８×１０４ ６６．２２±０．５５×１０４ ７１．０２±０．６１×１０４

１６８ｈ １０．４３±０．０５×１０４ ３１．７１±０．２６×１０４ ３３．６５±０．２６×１０４ ４０．６７±０．２７×１０４ ６７．４３±０．５３×１０４ ６７．３３±０．５９×１０４

从表１和图１可知，在ｐＨ３．５试验组中，红细胞
数除 ４８ｈ这一时间段与对照组差异显著外 （Ｐ
＜０．０５），其余各时间段均与对照组差异极显著 （Ｐ
＜０．０１），其中１４４ｈ时间段与对照组比较，红细胞数
仅为对照组的１３．４５％，表明ｐＨ３．５条件下对虎纹蛙
红细胞产生了较强的损害作用。而 ｐＨ５．５试验组的
各时间段红细胞数均与对照组无显著差异，表明

ｐＨ５．５可能是虎纹蛙较为适宜的水体环境，这与虎纹
蛙产地的水质酸碱度的检测结果 ｐＨ≥５．５相符。其
他各试验组在２４、４８、７２时间段红细胞数与对照组无
显著差异，而在９６、１２０、１４４、１６８ｈ时间段红细胞数
基本上呈逐步减少的趋势，与对照组差异显著，表明

对红细胞的影响随时间加强。

２．２血红蛋白含量
２４、４８、７２、９６、１２０、１４４、１６８ｈ各时间段各组血红

蛋白含量见表２和图２。
从表２和图２可知，在ｐＨ３．５试验组中，２４、４８、

图２ 各时间段各组血红蛋白含量

Ｆｉｇｕｒｅ２ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＨｂｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄ
牗ｇ·１００ｍＬ－１牘

时间
平均值 ±标准误差

ｐＨ３．５ ｐＨ４．０ ｐＨ４．５ ｐＨ５．０ ｐＨ５．５ Ｃ
２４ｈ ４．０±０．１０ ４．４±０．１１ ６．２±．０２８ ７．９±０．３３ ６．９±０．３０ ６．８±０．２９
４８ｈ ４．３±０．１１ ６．４±０．３０ ７．６±０．３５ ７．８±０．３０ ８．９±０．３８ ６．２±０．２４
７２ｈ ３．２±０．０５ ６．７±０．２９ ８．１±０．３３ ８．６±０．３２ ８．６±０．３４ ７．１±０．２６
９６ｈ ２．７±０．０３ ５．２±０．２０ ６．６±０．３１ ６．３±０．２８ ７．７±０．３６ ７．０±０．３１
１２０ｈ ２．０±０．０１ ４．９±０．１５ ５．０±０．１７ ６．１±０．２２ ６．９±０．２７ ６．７±０．３０
１４４ｈ １．８±０．０２ ４．２±０．１２ ４．８±０．１４ ５．０±０．１６ ６．５±０．２２ ５．９±０．２１
１６８ｈ １．７±０．０１ ３．５±０．０６ ４．３±０．１０ ３．２±０．０６ ７．１±０．２６ ６．３±０．２０

注：表示与对照组（Ｃ）差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示与对照组（Ｃ）差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
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７２、９６ｈ时间段的血红蛋白含量与对照组差异显著
（Ｐ＜０．０５），其余３个时间段与对照组差异极显著（Ｐ
＜０．０１），其中１６８ｈ时间段与对照组比较，血红蛋白
含量只有对照组的２６．９８％，表明ｐＨ３．５条件下随着
时间的推移对虎纹蛙血红蛋白产生了较强至极强的

毒害作用。而ｐＨ５．５试验组的各时间段血红蛋白含
量与对照组无显著差异，同样表明 ｐＨ５．５可能是虎
纹蛙较为适宜的水体环境。ｐＨ５．０试验组除１７２ｈ时
间段血红蛋白含量与对照组差异显著外，其余各时间

段血红蛋白含量与对照组无显著差异，表明 ｐＨ５．０
对血红蛋白含量尚未产生较为严重的毒害作用。

ｐＨ４．０试验组在４８ｈ和７２ｈ时间段的血红蛋白含量
与对照组无显著差异，其余时间段的血红蛋白含量与

对照组差异显著。ｐＨ４．５试验组在２４、４８、７２、９６ｈ时
间段血红蛋白含量与对照组无显著差异，而在１２０、
１４４、１６８ｈ时间段血红蛋白含量逐步减少，与对照组
差异显著，表明对血红蛋白的影响同样也是一个随时

间加强的过程。

３ 讨论

试验表明，酸胁迫能较为明显地影响虎纹蛙红细

胞数和血红蛋白含量，并且表现为较明显的剂量效

应。ｐＨ值越低对虎纹蛙的酸胁迫作用越强，并且其毒
害作用是一个逐渐深入的过程。酸性水体可通过虎纹

蛙皮肤进入体内，引起血液中的ｐＨ值降低，细胞膜
对水的通透性增加，膜外Ｈ＋和Ｈ２Ｏ进入细胞内，红
细胞吸水膨胀，细胞体积增大，血红蛋白的含量下

降。有理论认为犤９～１２犦，酸还可使血红蛋白的氧合能力

降低及引起血红蛋白构型的变化。首先，ｐＨ值的降
低，导致红细胞变形性极大降低，使红细胞内氧释放

系数减少，氧分压下降及血红蛋白与氧结合力下降；

其次，在低ｐＨ值情况下，Ｈ＋进入红细胞内，与带负电
的血红蛋白分子结合，使 Ｈｂ＋Ｈ＋＝Ｈｂ－Ｈ＋平衡右
移，降低血红蛋白的Ｚｅｔａ电位和血红蛋白稳定性，引
起血红蛋白在红细胞内聚合、沉淀。因此，酸胁迫对虎

纹蛙的毒害作用是极其严重的。

虎纹蛙作为比较稳定可靠的生物防治能手，是农

林害虫的重要天敌，是一种有益的蛙类，是农业、林业

的益友。因此，我们应立足于野生动物的保护和人类

自身的发展，尽量减少酸性气体的排放，减少酸雨的

发生，减少对虎纹蛙的酸毒害，以有效地保护虎纹蛙

这一珍稀濒危动物物种；同时，在人工养殖中，要注意

养殖水体的ｐＨ值，以利于虎纹蛙的健康生长，提高
养殖效益。

试验中可能存在的误差分析牶
本试验在同一时间段的每组只从两个动物样本

中得到两个数据，由于数据偏少，造成局部误差。当

然，从保护生物学的角度来讲，虎纹蛙作为珍惜濒危

的国家Ⅱ级重点保护野生动物，客观上限制了对过多
的作为试验动物的伤害。

ｐＨ值可随水温等因素的变化而变化；在用ＮａＯＨ
和Ｈ２ＳＯ４调ｐＨ值时，还有可能由于溶液酸碱度不均
匀，在测ｐＨ值时出现偏差；虎纹蛙的新陈代谢，其肾
小球滤过功能较强，从血液中滤出的水分可达自身体

重的１／３，其排出的粪便、尿液也可在一定程度上导
致水体ｐＨ值的变化。

用沙利氏比色法测血红蛋白含量，存在着视觉误

差和读数误差；而且，温度和血红蛋白所呈色泽有关，

而在试验过程中，较难确保室温稳定不变。
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